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論 文 内 容 要 旨
実験動物 としてのラッ トでは、遺伝的特性を明かにすること、近交系を確立す る
こと、近交系の特性 と均一性 を維持す るこ とが極めて重要 な課題 である。そのため
に必要な標識遺伝子 の発見 とモニ タリングの手法の開発が求め られ、主 と して電気
泳動 によって検出される蛋 白の多型に よる研究が進め られて きた。
ラッ トの尿 に生理 的に排泄される雄特異的 α2、globulinの 存在が古 くか ら知 られ
ている。著者は、 これとは別に、通常の電気泳動では雄 だけに検 出される微量な蛋
白図aleurinarypro七ein(以 下剛Psと す る)が あ り、電 気泳動による移動度 に系統
差が あることを見いだしだ。 また、血清エ ステラーゼ の一つであるSex-influenced
es七erase(以 下ESS1)は 成熟雌だけに検出 される蛋 白であるが、検出されない系統
もある。ESSlがEs-Si座 の遺伝子の産物であることを免疫 化学 的手法 を用 いてつ きと
めた。本研究で は、門UPsとESS1の 多型 が遺伝的で あることを明 らかに して、標識遺
伝子 として提示すると共に、 遺伝様式 の解析、発現に関与す る要因の解明を行 った。
1.雄 特 異 的尿蛋 白(門aleurinaryprotein,MUPs)を 支配 す る遺 伝子
1)尿 の総 蛋 白の 電気 泳 動
12-M週 齢 の近交 系 の 尿 を30%ポ リエ チ レン グ リコール 濃縮 剤(以 下濃 縮剤)で
1/25-1/50に 濃縮 し、10%ポ リア ク リル アマ イ ドゲル 水 平 電気 泳 動(以 下PAGE)し
た後、CoomassiebriUiantblueG250で 染 色 しだ。 雄 で は複数 のbandが 染 色 され 、
α2、globuhnを 含 む主 領域 と陽極 側 の剛Ps領 域 に大 別 され だ。 閑Psは2つ のbandか
らな り、 移 動度 が異 な る2変 異 がみ られ た(図1)。 よ り陽極 側 に移 動 す る2つ の
bandを 剛P-IAと し、 移 動度 の遅 い2つ のband:を 閑P-1Bと した。 雌 で は閑Psに 当た る
領 域 には殆 どbandは なか っ た。12近 交 系 を検索 した とこ ろ、5近 交系 はNUP-IAを 、
7近 交系 はMUP-IBを 示 し、 どの近 交系 も系 統内 に 多型 は見 られな か っ だ(表1)。
2)変 異 の遺 伝様 式
2組 の近 交系 交配 しEW/Kyo(以 下LEW)(NUP-1B)×BN/kyo(以 下BN)(陶P-1A)、
しEW×DONRYU/Kyo(以 下DONRYU)(閑P-1A)か ら得 られ たF1は 全 て3描ajorband(MUP-
1AB)を 示 した(図1)。BNお よびLEWへ の 戻 し交 配 で は、MUP-IA:MUP-IAB、MUP-IAB
:剛P-1Bが1:1に 分 離 した。 これ に よ って、 雄 の阿UPsの 変 異 は一 つ の 遺伝 子座
(瞳!と す る)の 対 立遺 伝子 瞳 上 と瞳 上 に よ って支 配 さ れて い る こ とが 明 らか
にな った。 瞳 ユと8標 識遺伝 子(Am-E一)の
連 鎖 を解析 した とこ ろ、 毛 色遺 伝 子b(第 ∬連 鎖 群)と の 間 に強 い連 鎖(κ2=27.92
3)が 認 め られ た。 組 替 え率 は7.7±4.3で あ った(表2)。 こ の結 果 か ら堕 ユは第
H連 鎖群 に属 す るこ とが明 らか にな っ た。
3)分 画 と特異抗体の作製 一82一
ク ローズ ドコ ロニ ー ・ウ イス ターの成 熟雄 の 尿 を集 め、 濃縮剤 で1/100と し、 プ レ
バ ラ チブ電 気泳 動 で分 画 した。第6分 画(以 下f6)を 再び 電気泳 動 す るとた だ1本
のbandを 示 し、 剛P-IAの2つ のbandの うち の 陽極 側 のbandと 一 致 した。 つ い でf6で
ウサ ギを免 疫 した。 ゲル 内沈 降反 応試験 で、 抗f6ウ サ ギ血 清(以 下 抗f6血 清)は 雄
ば か りでな く雌 との 間 にも沈 降線 を形成 した。 α2、globulinお よび 血清 アル ブ ミン
と交 差反 応 は無 く、f6に 対 す る特 異抗体 が 得 られ たこ とを示 し.てい る。
4)f6抗 原 の雌 雄 差
1.娚 アガ ロー スゲル 電 気泳 動(以 下 アガ ロ ー ス泳動)し た後、抗f6血 清 で免疫 固
定 す ると、 雄 で は2つ の槻ajorbandと1つ のmlnorbandを 示 した。 近 交系 を検索 す
る と、 概ajorbandは 門UP-1Aと 陶P・1Bに 一致 した。 雌のf6抗 原 は、 すべ て2つ のband
か らな るが 、剛P-1A～ 彰るい は酌P-1Bの 何れ とも一 致 しな か った(図2)。 雄 の変異
は血 ユ遺 伝 子 に よって 決め られて いる と考 え られ るが、 雌の パ ター ンは魍 遺 伝
子 型 と無 関係 で あ った。
2.堕 」三 の発現 と調節
近交 系IS/Ky◎(以 下IS)の 雌雄 の尿 のPAGEを 、3-37週 齢の 間観察 したσ
1)加 齢 に伴 う動 態
3-6週 齢 で は、 雌 雄 とも成熟 雄 の岡UPsと 異 な り染色 性 が低 く移動 度 が遅 いband
(以 下幼 若型)を 示 し、 雄 で は7週 齢で酌P-1Aが 現 れ、37週 齢 まで持続 した。 一 方、
雌 で は幼若 型 が37週 齢 まで観 察 され た(表3)。 雄 で は幼 若型 か らMUP-1Aへ の転 換
が春 機発 動 期 と一致 す るこ とか ら、性 ホル モン の関与 が示 唆され た。
2)去 勢 とホル モ ン投与 の影 響
近交系lSの 雌 雄 を3週 齢 時 に去勢 し、37週 齢 ま で観察 した。去 勢雄 で は正常雄 と
同 様、7週 齢 時 に幼 若型 か ら剛P-1Aへ 転 換 した。18週 齢以 後再び 幼若 型 へ退行 し た
が、閑P-1Aが 一過 性 に観察 され た。雌 では 去勢 して も正常 雌 と同 じでそ の影響 は見
られ なか っ た(表3)。
去 勢直後 にテ ス トス テ ロンプ ロ ピオ ネー ト油 溶液(25mg/mDを0・1ml皮 下 注射(以
下(T)。 また去勢後(T)処 理 した個体 を(T)雄 また は(T)雌)し 、そ れ 以後 は週2回 、
37週 齢 まで継 続 した。(T)雄 で は、18週 齢以 後 の幼 若 型へ の退行 が妨 げ られ、酌P-1
Aが 持続 した。(T>雌 で は剛P-1Aが 誘発 ざれ、 動態 は正 常 雄 と一致 して いた(表3)。
去 勢 直後 か らβ一エ ス トラジ オール油 溶液(10mg/m{)を(T)と 同 じ条 件 で投 与(以
下(E))し た。(E)雄 で は幼 若型 が12週 齢 まで観 察 され、 去 勢雄 に見 られ た一過性 の
閑P-1Aの 産 生 は抑制 され 炬(表3)。
酬Psは テ ス トステ ロ ンに よっ て誘発 され た。 しか し、 去勢雄 で も春 機発 動 期 に産
生 さ れ るこ と、(T)雌 雄 の産生 開始 が(T)開 始 よ り遅 れ て正常 雄 と一致 したこ とか ら、
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テス トステ ロンの関与が直接的でない可能性が示唆され る。
3.雌 特 異 的血 清 蛋 白(Sex-influencedesterase,ESSDを 支 配す る遺 伝 子
、ESSlは、 産生 の有 無 に よ る系 統差 が知 られ てい る。 しか し・ ス ター チゲル やdisc
電 気 泳動 に よる検索 で は・ 旦亙ユ遺伝 子 に支 配 され る血 清 エ ステ ラーゼ εS-IAが な い系
統 に だけESSIが 観察 され て い る こと・ES-1AとESSIを 同時 に欠 くラ ツ トの報 告 が な い
ことか ら、ESS1は 豊 ユの対 立遺 伝子 産物ES-IBで あ る とす る推 論 が出 され てい た。
1)BNエ ステ ラーゼ
BNの 雌の 血清 をアガ ロー ス泳 動 した後 ・ α。naph七hylace七a七eとFastBlueBBで 活
性 染色 す る と・ES-1Aの 他 にESSIと 同 じ移 動度 を持 つ エス テ ラーゼ(BNエ ステ ラ ーゼ
と仮称 す る)が 観察 され だ。ESSIとES-1Aが 同 じ遺 伝子座 の対 立遺 伝 子 産物 で あ る と
す る仮 説 に従 うと・DBNエ ステ ラーゼ はESSIで はな い・ あ るいは2)BNが この遺 伝 子
座 について ヘテ ロで あ る・ の ど ち らか に な る。BNは 近 交 系 と して維 持 され て お り・
ヘテ ロ接合 体 が あ るとは考 え難 いが・ これ を確 か め るため に次 の 実験 を行 っ た。
2)Es-Si座 の確 定
近 交系ACl/N(以 下ACl)の 雌(ESSl産 生)の 血 清 でDONRYUの 雌(ESSI非 産生)を
免疫 した とこ ろ・虫 清(以 下 ア ロ抗血 清)に 沈 降 抗体 が産 生 され た。 アロ抗 血清 で
ESSi産 生雌 の血清 を 吸収 した後泳 動す ると・ESS1が 特 異 的 に消失 したが、ES-1Aと
駆2遺 伝 子支 配 のエ ステ ラ ーゼ は消失 しな か っ炬。 従 って・ アロ抗 血 清 はESSIの 特
異 抗体 であ る ことに な る。 そ こで・BN雌 の 血清 を アロ抗血 清 で 吸収 した後電 気 泳 動
す る と、BNエ ステ ラ ーゼ は消失 したが・ES-1Aは 影 響 を受 け な か っだ。 ゲ ル内 沈 降反
応試 験で、BN雌 の血 清 の沈 降線 はACI雌 の沈 降線 と完全 に融合 したの で・BNエ ステ ラ
_ゼ はACIのESSIと 同一 であ る と言 え る。 これ に よ って、ES-IAとESSIは 同一 遺伝 子
座の 対立遺 伝子の 産物 で あ ると い う仮 説 は否定 さ れ・ESSIはEs-1座 とは独 立 の
Es-Si座 の遺 伝子 の産物 であ る ことが確 定 した。
3)囲 の遺 伝様 式 とmapping
近 交系交 配lSて εSSI産 生)XK:W(ESSi非 産 生)F1をK:Wへ 戻 し交 配 す る と、 産
生 と非産生 が1:1に 分離 した。 この こ とか ら・ESS1の 産 生 は単 一の 遺伝 子座 の遺
伝子 に よって支 配 され る ことが分 か っ たの で・ESSIの 有無 を決 め る遺 伝子 をEs-Sia、
Es-Si。 とした。Es-Siと6標 識 遺 伝子(鉢c・h・Es-3・Es-!』.廻)の 連鎖 を検 索 し
たと ころ、堕 と旦越 第V連 鎖 群・V)・Es-Siと 鯉(V)の 間 に連 鎖 が 認 め
られだ(表4)。 組 換 え率 か ら・ 遺伝 子座 の配列 順 と距離 を・
Es-Sト ・一8.3-Es-3-7.0-Es-4と 算定 した。
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4.Es-Siaの 発現 に関与 す る要 因
1)お よび2)で は、2.の 実験 系 を用 い た。
1)加 齢 に伴 う動 態
尾 静 脈 か ら採 血 し、11.鵬 ス ター チゲ ル電 気泳 動 の後活 性 染色 して、ESSI産 生の 有
無 を判 定 した。 雌雄 とも、4週 齢 で は じめ て検 出 され た。 雌で はそ れ以 後37週 齢 ま
で持続 しだ。 一 方、 雄 は6週 齢以後 検 出 されな か った(表5)。
2)去 勢 およびホルモン投与の影響
雌では去勢 してもESS;の 産生 は持続 した。去勢雄では正常雄 とほぼ同様、7週 齢
以後ESSlが 消失 しだ。 しか し14週 齢で再び産生され、37週 齢まで持続 した(まi5)。
(T)雌 と(T)雄 では、幼若期 と成熟期 とを問わず、一度も検出されなか った。一方、
(E)雄 では、雌と同様 に12週 齢 まで産生 が認め られ、正常雄 に見 られたようなESS{産
生の抑制は起 こらなか っ拒(表5)。
テス トスデロンがEs-Siaの 発現を抑制することは明かだが、卵巣か らの、 または
投与されたエス トロジェンが充分 に存在する時、抑制作用 は起 こらなかった。従 っ
て、 β一エス トラジオールはテ ス トステロンに拮抗す る働 きをもつことが示唆 される。
3)成 熟雄で抑制 されな い系
近交系交配ACl(ESS1産 生)×WKY/NCrj(以 下WKY)(ESS!非 産生)か ら得 られた
子孫のうち、成熟雄 に電気泳動でESSIと 同 じ移動度を示すエステ ラーゼ活性 をもつ
ものがあ り、ゲル内沈降反応試験 によって、ESS1と の共通抗原性が認められた。 ア
ガ1コース泳動でESSIを 確認 した9-10週 齢の雌雄を選抜 し、兄妹交配で継代 したとこ
ろ、雌雄 とも全ての成熟個体にESSlが 検出される系Sl3を 育成することができだ(図
3)。 したが って、成熟雄 でEs-Sia発 現を抑制す る、 または抑制 しない要因は遺伝
的であると思われ る。
4)SI3の 凶虹血ユ発 現
雄 の附Psのbandは 正常 で あ っ た。 また、雄 の繁 殖能 力 は、 祖先 で あ るACIま たはW
KYの 雄 と差 が な か っ た。 成 熟雄 でESSIを 抑制 しな いメカ ニ ズム は不 明で あ るが、 テ
ス トステ ロ ン産生 量 に異 常 が あ る とは考 えに くい。
瞳 ユ遺伝子と腹 二旦 遺伝子に支配される性特異 的蛋 白の産生が性ホルモンによっ
て調節されてい ることが示 された。更 に、ESSlはEs-Siと は別の遺伝要因によって
調節 されていることが示唆 され、その機構を育種学的に制御 し得 る可能性 を示唆 し
た。
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∵10%ボ リアク リルアマ.畔 ゲ ル繍 泳動に より騨 咋
2}雄 ラ ッ トの み 使 用.し た
。
表21山=_⊥ 遺伝子座と9標 識遺伝子摩問の連鎖の解析
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D雄 は25倍 、雌及 び去勢 ラ ッ ト.は50倍 、ま たは100倍 沸縮尿 を使 用 、10累ボ リアク リル アマ イ ドゲ
ル電気 泳動 で判 定 した。
2)尿 をプ ール して実験 に供 した 。
Tテ ス トステ ロンプ ロビオ ネー ト25m8/m1を 一回 当 り0.1ml、.週2回 皮 下注嗣 した。
Eβ 一エ ス トラジ オー ル10㎝ 呂/mlを 一 回 当た りQほ 韻 、雌2回 皮下 注射 した。.
A門UP・Aを 示 す。
1幼 若型 を示 す。
ND実 験 され なか った。
表4 (K:WxIS/Kyo)FIxK:W戻 し交 配 に よ る
Es-Si遺 伝 子 座 と6標 識 遺伝 子 座 闇 の 連 鎖 の解 析



















































表5正 常 ・去勢 ・ホルモ ン投与lS/Kyoラ ツ トのEs-Si。 の発現の動態n
頭数 週 齢
3456781OIZ141618202224262830323537
正 常5雄 一++… 一 一 一 一 一 ・ 一 ・ … 一 ・ 一
3雌 ・・+++++++++++++++++++
去 勢2雄ND+++一 一 噸 一++++++++++++
2雌ND+i・+++++++++++++++++
去 勢+T3雄ND一 ・ 一 ・ ・ 一 ・ 一 一 ・ 一 一 一 一 一 一 一 一 一
3雌ND一 一 ● 一 一 一 曽 り 一 一 一 一 一,.一.一 一
去 勢 十E3雄ND寺+++++州D
1雌ND++・+++}+ND
DIL縦 ス ター チゲ ル 電 気 泳 動 で判 定 した
。
Tテ ス トステ ロ ン プ ロ ビ オ ネー ト25配8/副 を1回 当 た り0.1銅1、 週2回 疫 下 注 射 した。
Eβ ・エ ス トラ ジ オー ル10mg!mlを1回 当た り0.lm1、 週2回 庫下 注射 しだ。
























図11眺 ポ リ ア ク リ ル ア マ イ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ る ラ ッ ト尿 蛋 白 の 変 異 の
模 式 図










図21.覗 アガロースゲル電気泳動後抗f6.ウ サギ血清を用 いて免疫固定 したラッ
ト尿のf6抗 原の変異の模式図
① 電気泳動、② 電気泳動後免疫固定...
左か らAq雄 腱 、Aq雌 雌 、WKV雌 虻 、WKY雄 虻 。
P ｮACIXv 口WKY
























審 査 結 果 の 要 旨
実験動物ラヅトでは,近 交系の特性と均一性を維持することが極めて重要な課題である。この
ために,必 要な標識遺伝子の発見とモニタ リング手法の開発が求められ,電 気泳動によって検出
される蛋白の多型の研究が進められてきた。
著者は,ラ ットの雄特異的尿蛋 白MUP,と 雌特異的血清エステラーゼESSエ の変異の遺伝様式
を明らかにした。
すなわち,MUPsは 移動度に関 して2変 異があ り,MUP-1座 め対立遺伝子MUP-1aと
MUP-1bに よって支酷されて.いること,ま た,こ の遺伝子が第 皿連鎖群の毛色遺伝子bと7.7
CMの 距 離 に連 鎖 して い る こ とを 明 らか に した 。ESSIに つ い て は,ESSIを 支 配 す るEs-Si座 を
特定 し,Essl産 生 と非 産 生 を決 め る対 立 遺 伝 子 をEs-sia,Es-sioと す る と と もに,こ の 遺 伝
子 が 第V連 鎖 群 のEs-3お まびEs-4と 連 鎖 し,遺 伝 子 座 の配 列 順 と距 離 をEs-Si-8.3-Es
-3-7 .0-Es-4で あ る こ とを 見 出 した』
これ らの知 見 は,国 際 的 に も評 価 され,1984年 に ま とめ ら れ た"Biologicalmakersininbred
strainsoftherat(Rattusnorvegicus)"の34標 識 遺 伝 子 の 中 に加 え られ て い る。.
MUPsとESSIは,特 異 的 に 産 出 され る こ とを 特徴 と してい るカミ,著 者 は,さ ら に,詳 細 な 研 究
を実 施 して,以 下 の知 見 を 得 た 。
1)離 乳 時 か ら数 週 間 は 雌 雄 差 が 認 め られ ず,春 機 発 動 期 以後 に 明確 な性 特 異 性 を 現 し,雄 に
MUPsカ ミ誘 発 され,ESSIが 抑 制 され る 。2)こ れ らの性 特 性 は主 と して テス トス テ ロ ンに依 存 し
て い るrし か し,投 与 され た エ ス トラ ジオ ー ル が充 分 に存 在す る と,テ ス トス テ ロ ンの 働 きが 阻
害 され る。3)2近 交 系 の 交配 集 団 か ら,成 熟 雄 でMUPsが 正 常 で あ るの に,ESSIが 抑 制 され な
い系 統SI3の 育種 に成 功 した。4)雌 にESSIが 産 生 され る系統 の雄 の肝 臓 に,ESSI抗 原 が検 出
さあ る ことを 見 出 した 。
以上 の研 究 は,ラ ヅ トの 性 特 異 的 蛋 白 で あ るMUPsとESSIの 遺 伝 子 座 と対 立 遺 伝 子 を 特 定
し,連 鎖 群 上 の位 置 を 決 定 して,標 識 遺 伝 子 と して提 示 した だ け で な く,遺 伝 子 に よ る蛋 白産 生
機 構 が性 ホル モ ソに よ って 調 節 され て い る場 合,育 種 学 的 に,そ の機 構 を 制 御 し得 る可 能性 を示
した も の で あ って,家 畜 育 種 学 の 進 歩 に寄 与 す る と,ころが 大 きい。 よっ て,審 査 員 一 同 は,著 者
に 農 学博 士 の学 位 を授 与 す る のが 適 当 と判 定 した 。
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